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@ Verfahren zur Herstellung molekular-einheitlicher hyperpolymerer Hamoglobine 

(§) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung mole- 
kular-einheitlicher hyperpolymerer Hamoglobine, bei dem 
eine an sich bekannte Ldsung hyperpolymerer Hamoglobine 
mit unterschiediichen Molekulargewichten wenigstens ei- 
nem UitrafiltrationsprozeS und/oder wenigstens einem frak- 
tionierten FallungsprozeB und/oder wenigstens einem Chro- 
matographieprozeB und/oder wenigstens einem partlellen 
LosungsprozeB unterworfen wird. 



CO 
00 

i 

UJ 

Q 



Die fotgenden Angaben sfnd den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

BUNDESDRUCKEREI 10.95 508 050/28 



9/30 



DE 44 18 973 Al 
l 2 

Beschreibung tein-Ersatz, wobei Dicarboxffldat-verknupftes Hamo- 

globin hergestellt wird. 

Die grfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung Die DE-OS 27 14 252 beschreibt Pyridoxalphosphat- 
molekular-einheitlicher hyperpolymerer Hamoglobine. verknupftes Hamoglobin. 

Chemische Modifikationen von Hamoglobinen, z. B. 5 Die DE-OS 30 29 307 betrifft ein Blutersatzmittel, das 
Veranderungen der Sauerstoff-Affinitat oder Polymeri- durch kovalente Verknttpfung von Polysaccharide bei- 
sation des Molekttls, werden vorgenommen, um soge- spielsweise Dextran, mit zellfreiem Hamoglobin herge- 
nannte Blutersatzmedien bereitzustellen, die beim Men- stellt wird. 

schen die Sauerstoff-Transport-Funktion unterstutzen Die BE-PS838 933 beschreibt die Herstellung ernes 
kannen. io wasserl6slichen, verknupften, polymerisierten Htao- 

Dtese Blutersatzmedien k6nnen beispielsweise bei ei- globins durch Umsetzung freien Hamoglobins mit ei- 
nem Verkehrsunfall mit schwer zu beherrschenden Blu- nem polyfunktionellen verknupfenden Agens und an- 
tungen, bei Unfallen unter Blutverlust oder fur den Fall schlieBendem Abstoppen der Reaktion mit einem inak- 
eines Infektionsrisikos (Hepatitis, AIDS) als Ersatz fur tivierenden Mittel. Es wird eine polymeres Hamoglobin 
eine momentan nicht verfGgbare, passende Blutkonser- 15 mit einem Molekulargewicht von 64 000 bis 1 000 000 
ve infundiert werden; dies gilt auch dann, wenn ein Dalton erhalten. 

Mensch, z. B. in den genannten Fallen in einen Volumen- Die US-PS 40 01 401 betrifft ein verknupftes, polyme- 
Mangel-Schock geraten ist. Es ist moglich, daB eine sau- risiertes Hamoglobin als Blutersatz und Plasmaexpan- 
erstoffubertragende Blutersatzlosung einen Volumen- der mit einem Molekulargewicht von 64 000 bis 
Mangel-Schock eher durchbrechen kann als eine Blut- 20 1 000 000 Dalton, das mittels der verknupfenden Agen- 
konserve, da die Erythrozyten bekanntlich in der Kon- zien Glutaraldehyd, Hexamethylendiisocyanat oder Bu- 
serve versteift sind und dadurch eine verringerte Kapil- tadiendiepoxid gewonnen wird. 
lardurchgangigkeit aufweisen. Ein sauerstofftranspor- Die EP-PS 0201 618 betrifft ein Verfahren, aus hoch 
tierender Blutersatz ist gegenuber einer Blutkonserve konzentrierten Losungen von monomerem Hamoglo- 
auch fur den Fall gunstiger, wenn die Gef ahr einer im- 25 bin extrem hochmolekulare, kompakte, losliche Polyme- 
munologischen Oberreaktion besteht. An Tierversu- re, sogenannte Hyperpolymere, des Hamoglobins her- 
chen ist gezeigt worden, daB mit sauerstoffilbertragen- zustellea 

den Blutersatzlosungen ein Volumen-Mangel-Schock In der DE-PS 37 14 351 ist dieses Verfahren insofern 
wirksamer bekampft werden kann als mit einfachen vereinfacht, als direkt Eryrthrozyten Verwendung fin- 
Plasmaexpandern (Obersichtsartikel hierzu: RPabst, 30 den konnen, und das Vernetzungsmittel nicht mehr in 
Med Klin. 72 ( 1 977), 1555-1 562). Es ist ferner zu erwar- einer Lipid-Phase zugesetzt werden muB. 
ten, daB auch chronische DurchblutungsstSrungen (bei- Bei der PrSparation geeigneter modifizierter Hamo- 
spielsweise koronare, cerebrale und periphere) mit Hilfe globin-L6sungen fur eine routinemaBige, klinisch-prak- 
geeigneter Polyhamoglobinlosungen wirksam bekampft tische Nutzung tritt unter anderem die Notwendigkeit 
werden kdnnen. Nicht zuletzt lassen sich Sauerstoff- 35 auf, die Viskositat der Ldsung mdglichst klein zu halten. 
Mangelzustande ohne Durchblutungsverminderung Die Viskositat des Blutes bestimmt entscheidend den 
z. B. chronische Anamien, mit solchen Losungen be- sogenannten totalen peripheren Widerstand des Orga- 
kampfen. Diese Indikation besitzt schatzungsweise so- nismus mit; jener darf keinesfalls zu groB sein, weil das 
gar einen zehnfach grdBeren Anwendungsbereich. der Kreislauf nicht toleriert Im Fall von Polymerldsun- 

Zur Herstellung sauerstofffibertragender Blutersatz- 40 gen, und das gilt spezieil auch fur Hamoglobinpolymere, 
medien sind bereits verschiedene Wege beschritten treten solche Probleme vor allem dann auf, wenn eine 
worden, namlich Polymerisation zu Kettenmolekulen erfolgt Damit die 

Viskositat der Ldsungen klein bleibt, sollte das Polymer 

1. Verwendung von Emulsionen von Fluorkohlen- moglichst kompakt sein und kein durchspiiltes Faden- 
wasserstoffen, in welchen der Sauerstoff sehr gut 45 molekQl, um bei mdgiichst geringer Viskositat des Plas- 
loslich ist (Obersichtsartikel hierzu: Hirlinger et aL, mas eine moglichst groBe Konzentration des Sauer- 
Anasthesist 31 (1982), 660—666). Diese Methode stofftrSgers applizieren zu kdnnen. Das Einsteinsche 
hat jedoch den Nachteil, daB bei Anwendung von Viskositatsgesetz besagt, daB einheitlich groBe Kugeln 
Fluorkohlenwasserstoffen gewebliche Reaktionen in einer Flussigkeit, und zwar unabhangig von ihrem 
auftreten. 50 Radius, eine rmnimale Viskositat aufweisen. 

2. Die Mikroverkapselung konzentrierter Hamo- Daher ware es zur Verringerung der Viskositat ex- 
globinldsungen in Phospholipid-Vesikeln zu soge- trem wichtig, mdgiichst einheitliche sauerstofftragende 
nannten "ktmstlichen Erythrozyten" (Obersichtsar- MoiekOle, wie sie im ubrigen auch in der Natur (Regen- 
tikel hierzu: Gaber et aL, Encapsulation of hemo- wurm) zu fmden sind, herstellen zu konnea Dann konn- 
globin in Phospholipid Vesicles; Preparation and 55 te das Molekulargewicht des Sauerstofftragers sehr 
Properties of a Red Cell Surrogate in "The Red Cell hoch gemacht werden, damit andererseits die Forde- 
Sixth Ann Arbor Conference", G.J. Brewer (Her- rung nach einem vernachlassigbaren kolloidosmoti- 
ausgeber), Man R. Iiss, Ina New York, (1984), schen Druck erf Qllt ist 

179- 190)l Diese Methode befindet sich allerdings Fur den Fall eines sogenannten hypokotischen Blut- 
derzeit noch im Entwicklungsstadium der Tierver- eo zusatzes auf der Basis von Hamoglobinldsungen besteht 
suche. AuBerdem besteht hier die Gefahr einer Li- auBerdem die Notwendigkeit, spezieil niedermolekulare 
poid-Oberbelastung des Organismus durch vesikel- Anteile der Hyperpolymeren unbedingt zu entfernen. 
bildendeUpoide. ' Mit der EP-PS 0 201 618 und der DE-PS 37 14 351 

3. Herstellung geeigneter Hamoglobinldsungen. kann das Problem der Verknupfung von Hamoglobin zu 
Diese Methode bietet die besten Erf olgsaussichten. 65 kompakten aber idslichen Riesenmolekulen als gelfist 

angesehen werden. Die dort beschriebenen Verfahren 
Die DE-OS 24 17 619 beschreibt beispielsweise poly- fuhren jedoch zu einem Hyperpolymergemisch mit ei- 
merisiertes, verknupftes Hamoglobin als Plasmapro- ner breiten Verteilung des Molekulargewichts und einer 
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stark flberproportionalen Zunahme der Viskositat bei satzlich bislang noch wenig Erfahrungen bezttglich der 
steigenderKon2eiitration(BarnikolandBurkhard,Adv. physikalischen und chemischen Eigenschaften dieser 

Exp. BioL Med. 248 (1989) 335—340). Riesenmolekille. Infolgedessen war auch ihr Verhalten 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es deshalb, bei einem FallungsprozeB nicht vorhersebbar und die 

ein Verfahren zu schaffen, mit dem aus einer bekannten 5 gefundene Eignung dieses Verfahrens ein Oberraschen- 

Hamoglobin-Hyperpolymer-Ldsung mit Hyperpolyme- des Ergebnis. Mit Hilfe einer fraktionierten Failung las- 

ren unterschiedlicher Molekulargewichte molekular- sen sich aus einem Hamoglobin-Hyperpolymerisat mit 

einheitliche Hamoglobin-Hyperpolymere abgetrennt breitem Molekulargewichtsbereich beispielsweise die 

werden kdnnen. hochmolekularen Anteile entfernen. 

Eine Lflsung dieser Aufgabe besteht darin, eine an 10 Auch auf dem Gebiet der Chromatographic gibt es 

sich bekannte LGsung hyperpolymerer Hamoglobine bislang keine Erfahrungen im Umgang mit solchen Rie- 

unterschiedlichen Molekulargewichts wenigstens einem senmolekOlen wie den Hamoglobin-Hyperpolymeren. 

UltrafiltrationsprozeB und/oder wenigstens einem frak- Aufgrund der Grofie und des Kettencharakters war mit 

tionierten FallungsprozeB und/oder wenigstens einem dieser Methode eine erfolgreiche, molekulargewichtss- 

Chromatographie-ProzeB und/oder wenigstens einem 15 pezifische Trennung keinesfalls zu erwarten gewesen. 

partiellen LCsungsprozeB zu unterwerfen. Oberraschenderweise wurde aber gefunden, daB sich 

Die genannten Methoden sind im Stand der Technik mittels chromatographischer Verfahren einheitliche hy- 

als Verfahren zur molekulargewichtsabhangigen Ab- perpolymere Hamoglobine verschiedenen Molekular- 

trennung von solchen Proteinen bekannt, deren Gr6Be gewichts gewinnen lassen. 

bzw. Gewicht maximal durch eine Quartarstruktur be- 20 Das an sich bekannte Verfahren, durch zQgiges Wa- 

stimmt ist Der oberere Molekulargewichtsbereich liegt schen eines f risch vernetzten und zunachst noch unlosii- 

nach bisherigen Erfahrungen bei etwa 500 000. Dies ist chen Hamoglobin-Hyperpolymerisats QberflOssige Re- 

auch die obere Grenze der im Handel erhaitlichen Mar- aktanten sowie monomere und oligomere Hamoglobin- 

kerproteinenzurvergleichendenMolekulargewichtsbe- MolekOlen zu entfernen, kann mit den tlbrigen vorge- 

stimmung. Bei besonders groBen Proteinen besteht be- 25 nannten Verfahren problemlos kombiniert werden. Es 

kanntermaflen das Problem, daB diese oft nicht als Gan- kdnnen somit auf unerwartet einfache Art und Weise 

zes abgetrennt werden, sondern aus bisher grdBtenteils Hamogiobm-Hyperpolymerisate gewonnen werden, 

noch unbekannten Grflnden ganz oder teilweise zerfal- deren Bestandteile hinsichtlich ihres Molekulargewichts 

len, und man infolgedessen nur Untereinheiten abge- ein H6chstmaB an Einheitlichkeit aufweisen. 

trennt erhait 30 Eine vorteilhafte Ausf uhrung des erfindungsgemaBen 

Bei den der Erfindung zugrundeliegenden Hamoglo- Verfahrens sieht vor, daB bei dem bzw. den Ultrafiltra- 

bin-Hyperpolymeren handelt es sich im Unterschied zu tionsprozeB(en) verschiedene Filtertypen verwendet 

den gewdhnlich vorliegenden Proteinen urn Riesenmo- werden, und/oder eine Mehrfachfiltration stattfindet, 

lekule, die erst in jungster Zeit erstmals synthetisiert und/oder der pH-Wert geandert wird, und/oder in ver- 

wurden, und deren GroBe bzw. Gewicht — je nach dem 35 schiedenen Konzentrationen ultrafiltriert wird, und/ 

Polymerisationsgrad — ein Hundert- bis Mehrhundert- oder die Zusammensetzung des L6sungsmittels variiert 

faches des an sich schon relativ groBen und schweren wird, und/oder die Temperatur variiert wird, und/oder 

quartarstrukturierten Hamoglobin-Molekuls betragt der transmembrandse Druck und/oder der tangentiale 

Es wurde nun Oberraschenderweise gefunden, daB (Ober-)FluB variiert wird. 

mit den an sich bekannten Verfahren der Ultrafiltration, 40 Bei dem bzw. den fraktionierten FallungsprozeB(en) 

fraktionierten Failung, Chromatographic und des par- kdnnen vorteilhafterweise verschiedene Agentien ver- 

tiellen LCsens auch aus einem Gemisch soldier hyper- wendet werden, und/oder die Failung bei verschiedenen 

polymeren Hamogiobin-Riesenmolekule Fraktionen Temperaturen erfolgen, und/oder der pH-Wert variiert 

mit einheitlichem Molekulargewicht abgetrennt werden werden, und/oder unterschiedliche LSsungsmittel fflr 

k&nnen. Bei diesen Hamoglobin-RiesenmolekOle han- 45 die zu fallenden polymeren Hamoglobine eingesetzt 

delt es sich nach ersten und voriaufigen polymeranalyti- werden, und/oder die Reaktionszeiten variiert werden 

schen Studien zur Viskositat, Lichtstreuung und Ultra- und/oder unterschiedlich gesattigte FaUlungsrnittel ver- 

zentrif ugation (Pdtschke, Barnikol, Biol. Chem, Hoppe- wendet werden. 

Seyler, 373 (1992) 811; und Massenkeil, Kirste, Pfltschke, In einer bevorzugten Ausfahrungsform werden bei 

Barnikol, BioL Chem. Hoppe-Seyler 373 (1992) 798) um 50 dem bzw. den ChromatographieprozeB(en) verschiede- 

KettenmolekOle. Hinsichtlich einer Ultrafiltration war ne chromatographische Verfahren, insbesondere Ionen- 

bei solchen Riesenmolekfllen aufgrund des allgemeinen austausch- und Gelfiltrationschromatographie, kombi- 

Kenntnisstands viel eher zu erwarten gewesen, daB eine niert oder sukzessiv angewendet, und/oder der pH- 

Passagierung durch die im wesentlichen kreisfftrmigen Wert geandert, und/oder die Zusammensetzung des 

Poren eines Ultrafilters schon aufgrund des Kettencha- 55 FlieBmittels verschieden gewahlt, und/oder die Chro- 

rakters der Hamoglobin-Hyperpolymere zu keiner mo- matographiebedingungen, insbesonder der FluB und die 

lekulargewichtsspezifischen Abtrennung ffihrt Daftir Beladung, variiert, und/oder verschiedene Chromato- 

sprach auch, daB es bisher nicht gelang, die hochmoleku- graphiematerialien eingesetzt 

laren Anteile im Filtrat zu entfernen. Entgegen jener Bei dem bzw. den partiellen LOsungsprozeB(en) ist 

Erwartung wurde jedoch Oberraschenderweise gefun- 60 vorzugsweise vorgesehen, daB die L6sungszeit variiert 

den, daB es rait Hilfe der Ultrafiltration mdglich ist, aus wird, und/oder wenigstens eine Waschung durchgefUhrt 

einem Rohpolymerisat mit breitem Molekulargewichts- wird, und/oder die sich lftsenden Polymere mit stabilisie- 

bereich die niedermolekularen Anteile im Retentat zu renden Agenzien, welche einen Abbau der Polymere 

entfernen. Damit geht als weiterer Vorteil einher, daB insbesondere durch Oxidation verhindern, behandelt 

der kolloidosmotische Druck des Polymerisates ent- 65 werden, und/oder die L6sungsbedingungen, insbeson- 

scheidend gesenkt wird. dere die Temperatur und/oder die Menge des L6sungs- 

Da die Bereitstellung von Hamoglobin-Hyperpoly- mittels, geandert werden, und/oder die Zusammenset- 

meren erst in jflngster Zeit gelungen ist, gibt es grund- zung des LSsungsmittels variiert wird. 
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Durch die Variation der verschiedenen Parameter ist 
es mdglich, jeden der genannten Prozesse auf die Art 
(unterschiedliche Vernetzer und/oder unterschiedliche 
Hamoglobine, z. B. Rinder-, Schweine- Menschenhamo- 
globin) des jeweils vorliegenden und zu trennenden Ha- 
moglobin-HyperpoIymer-Gemisches abzustimmen, und 
auf diese Weise eine vorteilhaft hohe Trennwirkung fOr 
Hamoglobine mit einem Molekulargewicht innerhalb 
sehr enger Bereichsgrenzen zu erzielen. 

Eine Kombination der verschiedenen Trennprozesse 
untereinander erm6giicht — auch mit Rticksicht auf die 
unterschiedliche Stabilitat der verschiedenen hyperpo- 
lymeren Hamoglobine — die Herstellung von Hamo- 
globin-Hyperpolymeren, deren Molekulargewicht ein 
HochstmaB an Einheitiichkeit aufweist 

Die Erfindung wird im folgenden anhand von Ausf Uh- 
rungsbeispielen naher erlautert 

Beispiel 1 (Ultrafiltration) 



10 



15 
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Menschliches Hamogiobin wurde gemSB bekannter 
Vorschrift(P6tzschke, Barnikol, Biomater, Art Cells and 
Immob. Biotechn. 20 (1992) 287 - 291) mit Hilfe von 
Glutardialdehyd zu Hyperpolymeren vernetzt Eine et- 
wa 20%ige Losung des Hyperpolymeren wurde sodann 
in der Elektrolyuosung BIKU (in mmol/1: NaCl 125; KC1 
4,5; NahC0 3 20; 0,2 g/1 NaNj) einer Ultrafiltration un- 
terzogen. Dabei fand ein Filter mit einer normalen 
Trenngrenze von 10 6 g/mol Verwendung. Der Filtra- 
tionsprozeB erfolgte mit dem ungefahr zwanzigfachen 30 
Flussigkeitsvolumen der ursprunglichen L6sung. 

Mit Sephacryl S-400 HR (Deutsche Pharmacia, Frei- 
burg/D) lassen sich die hyperpolymeren Hamoglobine 
bezUglich ihrer Polymolaritat analysieren. Die Grenz- 
Molekulargewichte des unfiltrierten Produkts waren 
65 000 (unten) und 15 x 10 6 g/mol (oben), nach der 
Ultrafiltration betrugen die des Retentates 500 000 bzw. 
15 x 10 6 g/moL Mit Hilfe der Ultrafiltration ist es somit 
gelungen, aus dem Rohpolymerisat, dessen Bestandteile 
einen sehr breiten Molekulargewichtsbereich abdecken, 40 
die niedermolekularen Anteile zu entfernen und damit 
den kolloidosmotischen Druck des Polymerisates ent- 
scheidend zu senken. 



hochmolekularen Anteile zu entfernen. 

Beispiel 3 (Chromatographic) 

Ausgangsmaterial ist ein gemaB Beispiel 2 hergestell- 
tes DIBS-Polymeres. Die praparative Fraktionierung 
erfolgt an Sephacryl S-400 HR, FiieBmittel HeNa 
(144 mmol/1 NaCl; 10 mmol/1 HEPES-Puffer, 0,2 g/1 
NaN 3 ), Saule: 2,6 cm Durchmesser, FQllvolumen 510 ml, 
FluB 27 ml/h. Es wurden 10 ml einer 2fi %igen hyperpo- 
lymeren Hamoglobinldsung aufgetragen und die Frak- 
tionen gelchromatographisch, wie in Beispiel 2 beschrie- 
ben, analysiert 

Der Bereich des Molekulargewichts der Ausgangs- 
probe lag zwischen 65 000 und 15 x 10 6 g/mol; derjeni- 
ge gewonnener Fraktionen lag beispielsweise zwischen 
215 000 und 1,05 x 10 6 g/mol sowie zwischen 65 000 
und 0^2 x 10 6 g/moL Dieses Beispiel zeigt, dafl sich 
chromatographisch einheitliche hyperpolymere Hamo- 
globine verschiedenen Molekulargewichts gewinnen 
lassen. 

Beispiel 4 (partielles Ldsen) 



Beispiel 2 (fraktionierte Failung) 
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Rinderhamoglobin wurde mit dem bifunktionellen 
Vernetzer 2,5-DiisothiocyanatbenzenesuIfonat (DIBS) 
nach bekannten Verfahren (W.K.R. Barnikol, Adv. Exp. 
Biol. Med. 1993, im Druck) zu einem Hyperpolymeren 50 
mit sehr breiter Molekulargewichtsverteilung polymeri- 
siert. 

FQr die Failung wurde eine 4-molare (gesattigte) Am- 
moniumsulfat-Losung hergestellt, deren pH-Wert mit 
25%iger Ammoniakiosung auf pH=7J eingestellt wur- 
de. 0^ ml einer 3,5%igen Ldsung des o.g. Hamoglobin- 
Hyperpolymeren und 0^ ml der 4-molaren Amrao- 
niumsulfatlSsung wurden gemischt und 4J5 Stunden bei 
Raumtemperatur stehengelassen. Dann erfolgte schar- 
fes Zentrifugieren und Abpipettieren des Oberstandes. 

Eine vergleichende Gelchromatographie an Sepha- 
cryl S-400 HR (Deutsche Pharmacia, Freiburg/D) zeigte 
an der unfraktionierten Probe ein unteres Molekularge- 
wicht von 65 000 und ein oberes von 15 x 10 6 g/mol. Ah 
der Probe im Oberstand finden sich dagegen die Werte 
65 000 bzw. 940 000 g/mol. Mit diesem FailungsprozeB 
ist es somit gelungen, aus einem Hamoglobin-Hyperpo- 
lymerisat mit breitem Molekulargewichtsbereich die 



Human-Hamoglobin wurde mit Glutardialdehyd, wie 
in Beispiel 1 beschrieben, vernetzt Nach Teilen der Pro- 
be erfolgte (a) Losen des Prazipitats far 24 Stunden und 
(b) L5sen fOr nur 30 Minuten. In beiden Fallen wurde 
der Oberstand gewonnen und gelchromatographisch, 
wie in Beispiel 1 beschrieben, analysiert 

Im Fall (a) erstreckten sich die Moiekulargewichte 
von 65 000 bis etwa 15 x 10 6 g/mol, im Fall (b) dagegen 
von 65 000 bis 3,6 x 10 6 g/mol. 
Dieses Beispiel zeigt die Moglichkeit auf, durch die 
35 Zeitdauer des Losens vorzugsweise Hamoglobin-Hy- 
perpolymere niederen Molekulargewichts zu erhaltea 

Patentanspruche 



1. Verfahren zur Herstellung molekular-einheitli- 
cher hyperpolymerer Hamoglobine, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB eine an sich bekannte Ldsung 
hyperpolymerer Hamoglobine unterschiedlichen 
Molekulargewichts wenigstens einem Ultrafiltra- 
tionsprozeB 

und/oder wenigstens einem fraktionierten Fai- 
lungsprozeB 

und/oder wenigstens einem Chromatographiepro- 
zeB 

und/oder wenigstens einem partiellen Losungspro- 
zeB unterworfen wird 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB bei dem bzw. den Ultrafiltrationspro- 
zeB(en) verschiedene Fdtertypen verwendet wer- 
den, 

und/oder eine Mehrf achfiltration stattfindet, 
und/oder der pH-Wert geandert wird, 
und/oder in verschiedenen Konzentrationen ultra- 
f iltriert wird, 

und/oder die Zusammensetzung des Losungsmit- 
tels variiert wird, 

und/oder die Temperatur variiert wird, 

und/oder der transmembrandse Druck und/oder 

der tangentiale (Ober-)FluB variiert wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB bei dem bzw. den fraktionierten 
FallungsprozeB(en) verschiedene Agentien ver- 
wendet werden, 
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und/oder die FSllung bei verschiedenen Tempera- 
turen erfolgt, 

und/oder der pH-Wert variiert wird, 

und/oder unterschiedliche LOsungsmittel fur die zu 

fallenden polymeren Ha moglobine eingesetzt wer- 5 

den, 

und/oder die Reaktionszeiten variiert werden, 
und/oder unterschiedlich gesattigte Failungsmittel 
verwendet werdea 

4. Verfahren nach einem der Ansprilche 1 bis 3, 10 
dadurch gekennzeichnet, daB bei dem bzw. den 
ChromatographieprozeB(en) verschiedene chro- 
matographische Verfahren, insbesondere Ionen- 
austausch- und Gelfiltrationschromatographie, 
kombiniert oder sukzessiv angewendet werden, 15 
und/oder der pH-Wert ge&ndert wird, 

und/oder die Zusammensetzung des FlieBmittels 
variiert wird, 

und/oder die Chromatographiebedingungen, insbe- 
sonder der FluB und die Beladung, variiert werden, 20 
und/oder verschiedene Chromatographiemateria- 
lien eingesetzt werden. 

5. Verfahren nach einem der Ansprtiche I bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, daB bei dem bzw. den 
partiellen L6sungsprozeB(en) die Lflsungszeit vari- 25 
iert wird, 

und/oder wenigstens eine Waschung durchgef iihrt 
wird, 

und/oder die sich ldsenden Poiymere mit stabilisie- 
renden Agenzien, die einen Abbau der Poiymere 30 
insbesondere durch Oxidation verhindern, behan- 
delt werden, 

und/oder die Ldsungsbedingungen, insbesondere 
die Temperatur und/oder die Menge des L6sungs- 
mittels, geandert werden, 35 
und/oder die Zusammensetzung des Ldsungsmit- 
tels variiert wird. 
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